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摘要: CRISPR/Cas9 系统介导的基因组编辑技术是新一代功能强大的基因修饰技术。然而，脱靶效应(Off-target 

effects)是目前 CRISPR/Cas9 技术面临的最大问题。因此，设计脱靶风险低的 sgRNA(single guide RNA)就成为

关键。sgRNAcas9 是一款专门用于 sgRNA 设计和评估脱靶效应的软件包。针对其核心运行程序，我们利用 Java

程序语言开发了其图形用户界面。此外，依据脱靶位点碱基数和 sgRNA 种子序列(seed sequences)的特异性，

通过设置不同的风险等级对 sgRNA 的脱靶效应进行评估。随后，利用此软件设计了 34 124 条靶向人、小鼠、

大鼠、猪和鸡中共 4691 个 microRNA(miRNA)前体的 sgRNAs。此外，随机挑选了一个靶向人 miR-206 前体的

sgRNA 进行脱靶效应评估和验证。结果发现，sgRNAcas9 软件人机交互界面友好，大多数 miRNA 前体可通过

该软件寻找到 sgRNA，且他们的 GC%含量范围集中于 40%~60%。利用 sgRNAcas9 软件设计的靶向 miR-206

的 sgRNA，其基因组编辑活性和脱靶位点可被实验验证。本研究表明 sgRNAcas9 图形用户界面软件能针对任

意物种设计特异性的 sgRNA，其可在 BiooTools(http://www.biootools.com/)网站下载。 

关键词: CRISPR/Cas9；sgRNAcas9 软件；基因组编辑；miRNA；计算机辅助设计 
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Abstract:  The CRISPR/Cas9 genome editing technique is a powerful tool for researchers. However, off-target 

effects of the Cas9 nuclease activity is a recurrent concern of the CRISPR system. Thus, designing sgRNA (single 
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guide RNA) with minimal off-target effects is very important. sgRNAcas9 is a software package, which can be used 
to design sgRNA and to evaluate potential off-target cleavage sites. In this study, a graphical user interface for 
sgRNAcas9 was developed using the Java programming language. In addition, off-target effect for sgRNAs was 
evaluated according to mismatched number and “seed sequence” specification. Moreover, sgRNAcas9 software was 
used to design 34 124 sgRNAs, which can target 4691 microRNA (miRNA) precursors from human, mouse, rat, pig, 
and chicken. In particular, the off-target effect of a sgRNA targeting to human miR-206 precursor was analyzed, and 
the on/off-target activity of this sgRNA was validated by T7E1 assay in vitro. Taken together, these data showed that 
the interface can simplify the usage of the sgRNAcas9 program, which can be used to design sgRNAs for the majority 
of miRNA precursors. We also found that the GC% of those sgRNAs ranged from 40% to 60%. In summary, the 
sgRNAcas9 software can be easily used to design sgRNA with minimal off-target effects for any species. The soft-
ware can be downloaded from BiooTools website (http://www.biootools.com/). 

Keywords: CRISPR/Cas9; sgRNAcas9 software; genome editing; miRNA; computer-aided design 

基于 CRISPR(Clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats)/Cas9 系统的基因组编辑技术来
源于细菌获得性免疫，是一种由 RNA 引导 Cas9 核
酸酶对靶基因进行修饰的新技术[1,2]。CRISPR/Cas9
技术包含两部分：一是 sgRNA(Single guide RNA)，
通过碱基互补配对与 DNA特异结合；其次是 Cas9核
酸酶，可与具有下游前间区序列邻近基序(Protospacer 
adjacent motif, PAM)的特定双链 DNA结合并进行切
割。该技术可在特定位点实现非同源末端连接(Non- 
homologous end joining, NHEJ)或同源重组(Homo-
logous recombination, HR)，目前已成为继锌指核酸
酶(Zinc-finger nucleases, ZFNs)和类转录激活因子效
应物核酸酶(Transcription activator-like effector nu-
clease, TALEN)技术之后的第三代基因组编辑技术[3~9]。

该技术已成功在包括食蟹猴(Cynomolgus monkey)[10]、

小鼠(Mus musculus)[11]、大鼠(Rattus norveaicus)[12]、

猪(Sus scrofa)[13]、斑马鱼(Zebrafish)[14]、水稻(Oryza 
sativa)、高粱 (Sorghum bicolor)[15]和小麦 (Triticum 
aestivum)[16]等多个物种中实现基因敲除，并开始用

于破坏人类免疫缺陷病毒(Human immunodeficiency 
virus, HIV)和乙型肝炎病毒 (Hepatitis B virus, 
HBV)[17~19]。除了用于基因敲除外，它还可激活基因

表达或替代 RNA干扰(RNA interference, RNAi)技术
抑制基因表达[20,21]。相信在未来数年内，这项新的

基因组编辑技术必将成为每个分子生物学实验室必

备的基因功能研究利器。然而多项研究报告指出，

CRISPR/Cas9 系统介导的基因组编辑技术存在严重
的脱靶副作用[22,23]。Pattanayak等[24]利用高通量测序

方法，对 sgRNA的特异性进行了检测，发现其特异

性与临近 PAM 的 8~12 个碱基对组成有关，即种子
序列(Seed sequence)。因此，预测 sgRNA的脱靶位
点时，除了考察其错配碱基数量外，还需确定错配

碱基是否位于种子序列区。尽管 CRISPR/Cas9 技术
实验操作方便，基因组编辑效率相对较高，但脱靶

问题一直制约其发展。除了选择合适类型的 Cas9核
酸酶外，选择高效且特异的 sgRNA也是实验成功的
关键性因素之一。 
目前，已有 20 多款针对 CRISPR/Cas9 系统的

sgRNA设计和/或脱靶效应评估软件被开发。这些软
件可分为在线设计和单机版，在线设计软件人机交互

界面友好，如 Optimized CRISPR Design[25]、E-CR-
ISP[26]、CRISPR-P[27]、CHOPCHOP[28]和 CRISPR-
direct[29]等。而对于脱靶效应评估，仅限于对提供有

该物种基因组的 sgRNA 预测脱靶位点，例如 Opti-
mized CRISPR Design仅针对人、小鼠和大鼠等 15
个物种设计 sgRNA，而 CRISPR-P软件含有 33种植
物的基因组，主要用于设计植物的 sgRNA。单机版
有 CasOT[30]，SSFinder[31]和 sgRNAcas9[32]等。相对

而言，单机版软件均为命令行工具 (command-line 
tool)，需要用户具备一定的生物信息学基础，安装
与使用难度大。但最大优点是，单机版软件可针对

任意物种设计 sgRNA，并可用于设计大规模全基因
组 sgRNA文库。 
相对于其他单机版软件，本实验室前期开发的

sgRNAcas9 软件功能丰富[32]，其包含有 8 个功能不
同的小程序，最新版本号为 V3.0.5(www.bioo-
tools.com)。该软件包核心运行程序为“sgRNAcas9.pl”，
用户可设置的参数有：(1) sgRNA的长度，限定范围
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为 17~20 nt；(2) sgRNA的 GC%含量，可限定最大
值和最小值；(3)可限定靶标在 DNA 链的位置，如
DNA 的正义链、反义链或双链；(4) 设计 2 种类型
的 sgRNA：单个 sgRNA 或“paired-gRNA”。如选择
设计“paired-gRNA”，用户可限定 2 个 sgRNA 之间
距离最大值和最小值。对于 sgRNA设计，其考察的
PAM 类型为“NGG”(N 代表 ATCG)，而评估 sgRNA
的脱靶位点时，综合考察了两种 PAM类型，即“NGG”
和“NAG”，预测脱靶除了最大允许含 5 个碱基错配
外，还特别考察了错配碱基是否位于种子序列。该

软件由 Perl 语言编写，需在命令行终端通过输入命
令调用，因此操作起来较困难。为了方便用户使用，

本文针对 sgRNAcas9软件的核心程序，利用 Java编
程语言开发了其图形用户界面，并对 sgRNA的脱靶
风险评估算法和结果输出文件进行了优化。利用

sgRNAcas9 软件，本文还对 miRBase 数据库 [33] 

(http://www.mirbase.org/)收录的人、小鼠、大鼠、猪
和鸡的miRNA前体设计了 sgRNA，并对这些 sgRNA
的特征进行分析，由此构建一个针对 5 个物种所有
miRNA 前体的 sgRNA 数据集，最后对靶向
hsa-miR-206 成熟序列的一个 sgRNA 进行脱靶效应
评估，并通过 T7E1 酶切实验检测了该 sgRNA的打
靶活性和预测的脱靶位点。目前，sgRNAcas9 图形
用户界面软件，全称为“CRISPR/Cas9系统介导的基
因组编辑技术 sgRNA 设计和脱靶效应评估软件”，
已获得了中国版权保护中心颁发的计算机软件著作

权登记证书(登记号：2015SR170234)。该软件图形
用户界面的开发，必将方便广大科研工作者使用。 

1  材料和方法 

1.1  sgRNAcas9软件图形用户界面编制和运行环境 

sgRNAcas9软件包为 Perl语言(https://www.perl. 
org/)编写。基于 NetBeans IDE 8.0.2 程序开发平台
(https://netbeans.org/)，针对其核心运行程序“sgRNA-
cas9.pl”，采用 Java 程序语言(https://java.com/zh_CN/)
编写了图形用户界面，同时还对其脱靶风险评估算

法和结果输出源代码进行了优化。除细菌和病毒基因

组较小外，一般物种的全基因序列大小约为 2~4 Gb，
软件运行时会将基因组序列读入内存。因此使用

sgRNAcas9 软件时，建议用户的计算机内存应不小
于 4 GB，否则可能会因“内存不足”而导致软件无法

正常运行。该软件可在 Windows不同版本操作系统
上运行，用户需提前安装 Perl和 Java程序。 

1.2  sgRNA设计和脱靶效应评估 

为设计靶向 miRNA 前体的 sgRNA 并分析其特
征，从 miRNA 数据库 miRBase V21.0 (http://www. 
mirbase.org/)下载所有物种的 miRNA 前体序列[25]，

利用自编的 Perl 程序分别提取人、小鼠、大鼠、猪
和鸡等 5个物种所有 miRNA。从 Ensembl数据库[34]

下载人的全基因组序列 (ftp://ftp.ensembl.org/pub/ 
release-80/fasta/homo_sapiens/dna/)。然后使用 sg-
RNAcas9软件设计 sgRNA，大致操作流程为：输入
含有上述 5 个物种 miRNA 前体序列的 FASTA格式
文件路径，进行参数设置，如选择长度为 20nt 的
sgRNA，GC%含量为 20%~80%，另外选择单个
sgRNA(Single sgRNA)和 DNA双链(Both DNA strand)
设计模式。由此，可针对 miRNA前体的正负链，设
计长度为 20nt，且 GC%为 20%~80%的 sgRNA。最
后对靶向人 hsa-mir-206 前体的 sgRNA 进行脱靶效
应评估。采用该软件默认的脱靶评估参数，即脱靶

位点最大允许含 5个错配碱基，PAM类型为“NGG”
或“NAG”，同时评估 sgRNA种子序列的特异性，并
自动排除含“TTTT”终止信号的 sgRNA。 

1.3  引物设计与载体构建 

为验证靶向人 hsa-mir-206 前体 sgRNA 的基因
组编辑活性和脱靶效应，利用 sgRNAcas9 软件包
(V3.0.5)中的 sgRNA 引物设计程序“sgRPrimer_ 
v2.0.pl”，针对 pGL3-U6-sgRNA载体，设计含 Bsa I
限制性内切酶(New England Biolabs)识别位点的引
物以构建 sgRNA过表达载体(表 1)，其中 pGL3-U6- 
sgRNA质粒由上海科技大学的黄行许教授实验室馈
赠 [35]。使用靶标位点侧翼序列提取程序“extract_ 
targetSeq.pl”，批量提取 sgRNA 打靶和脱靶位点两
侧各 500~700 bp 的基因组序列，再用 Primer Pre-
mier 5.0软件设计最佳的 PCR扩增引物对(表 1)，将
引物送北京天一辉远生物科技有限公司合成。sgRNA
表达载体构建大致流程为：取浓度为 100 μmol/L 的
“hsa- mir-206_S_4-F”和“hsa-mir-206_S_4-R”引物各 1 
µL，加 8 µL H2O，在 PCR仪上用 95 ℃加热 5 min，
然后室温放置 1 h冷却。取 2 µL退火的引物对与提前用
BsaⅠ酶切的 pGL3-U6-sgRNA 质粒，使用 T4 DNA  
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表 1  靶向人 hsa-mir-206 前体 sgRNA 载体构建和打

靶及脱靶位点检测引物 

引物名称 引物序列(5'→3') 
扩增长

度(bp) 
hsa-mir-206_S_4-F accgATGGAATGTAAGGAAGTGTG 

 
hsa-mir-206_S_4-R aaacCACACTTCCTTACATTCCAT 

 
On-target-F GAGTGGCTCTCTGCGTGAAT 602 

On-target-R GCTTCCTTGGTGAGGGAGTC 
 

OT-1-F TGGCAGTGAGGGAACATGAC 785 

OT-1-R GGCACTTGGTGCTGGAAATG 
 

OT-2-F TGTCACCCGACACAATGAGG 783 

OT-2-R AGTGAGTTAGTGGACACCCA 
 

OT-3-F GATCAGTGAGGGTTGGGCAT 643 

OT-3-R TCCAGCCCCAACTTGGAATC 
 

OT-4-F GCAGTAAAGGCAAGTGCTGT 701 

OT-4-R TGTGCTGTCCTGATTGAGACC 
 

OT-5-F AGGTCACCAGAGATCCCTTC 759 

OT-5-R CACTTTTCTGCTCGGTCCCT 
 

OT-6-F ACCTGTCTTGGAAGCTCAAGG 799 

OT-6-R GGCCCTACATGTGGTGAAAG 
 

OT-7-F CGCTGTGACTGAGGATGGAG 701 

OT-7-R GCAAAAGGAAGCCATGGGAC 
 

OT-8-F ATCTGGGGAGTGAGGATGGT 842 

OT-8-R GAGCCATTCAGGCCAGCTTT 
 

OT-9-F CTGAGCTTCAGACACCTCTCG 800 

OT-9-R GCGTCTCACATTTGCACTCA 
 

OT-10-F TCCTCTTATTGCGCCAAGGT 859 

OT-10-R CCAACTCCCCACTTTACCCA 
 

OT-11-F GAGCCTCTGGAGGCAGTAATC 701 

OT-11-R GCACAGGCCTAGCATCTTTG 
 

OT-12-F CTGGCAGCCTGGAAATTGGT 797 

OT-12-R AACCTTCAGGGGATTGTGCT 
 

OT-13-F CCTGAACCCAATTCCACACTC 932 

OT-13-R CCTCCTAGTCCTCTGCACTC 
 

U6seqF ACTATCATATGCTTACCGTAAC 
 

注：hsa-mir-206_S_4-F/R 为构建 sgRNA 表达载体引物，
小写字母表示 Bsa I酶切识别位点；On-target-F/R为打靶位点检
测引物；OT-F/R为脱靶位点检测引物；U6seqF为测序引物。 

 
连接酶(宝生物工程(大连)有限公司)16℃连接过夜。
取 1~2 µL连接产物，转化到 DH5α感受态细胞中，
挑选用 PCR鉴定成功的单克隆菌液，送生工生物工
程(上海)股份有限公司用“U6seqF”引物测序验证(表
1)，新构建的载体命名为“pGL3-U6-sgRNA-hsa-mir- 
206_S_4”。最后按照去内毒素质粒大抽试剂盒(Omega 
Bio-Tek)说明书，分别抽提 sgRNA和 Cas9核酸酶表

达质粒，并测定其浓度。其中，单独表达 Cas9核酸
酶的质粒 pST1374-Cas9-ZF-NLS同样由上海科技大
学的黄行许教授实验室馈赠[35]。 

1.4  HEK 293T细胞培养和转染 

HEK 293T 细胞购自中国科学院细胞库。用含
10% 胎牛血清的 DMEM(Invitrogen Life Science)培
养基，在 CO2浓度为 5%，温度为 37℃的培养箱中
培养。按照 Lipofectamine®2000转染试剂(Invitrogen 
Life Science)说明书进行分组转染，第 1 组转染
pST1374-Cas9-ZF-NLS 质粒，仅表达 Cas9 核酸酶；
第 2 组按等质量比转染 pST1374-Cas9-ZF-NLS 和
pGL3-U6-sgRNA-hsa-mir-206_S_4，同时表达 sgRNA
和 Cas9核酸酶。转染 48 h后收集细胞，利用基因组
DNA 小量抽提试剂盒(天根生化科技(北京)有限公司)，
抽提不同实验组和未做处理的细胞基因组 DNA。 

1.5  PCR扩增与 T7E1酶切实验 

利用表 1 中检测打靶和脱靶的引物对，用上述
提取的 DNA为模板，利用高保真 Taq DNA聚合酶
(宝生物工程(大连)有限公司)进行 PCR 扩增，PCR
反应条件为：95℃预变性 5 min，94℃ 变性 30 s, 60℃
复性 30 s，72℃延伸 30 s，扩增 30个循环。利用 PCR
纯化试剂盒 (天根生化科技 (北京 )有限公司 )纯化
PCR 产物，补充一定体积的 NEBuffer 2 溶液(New 
England Biolabs)后，在 PCR仪上进行梯度复性杂交，
程序为：95℃变性 5 min；95–85℃，每秒降低 2℃；
85–25℃，每秒降低 0.1 ℃ ；4℃保存[34]。取 0.5 µL 
T7E1(New England Biolabs)限制性内切酶，37℃酶切
杂交的 PCR产物 15 min，然后在 2%的琼脂糖凝胶
电泳检测，突变的泳道会出现小分子量的条带。进一

步，利用 TA克隆方法将利用打靶引物对(On-target-F/R)
扩增的 PCR产物，连接进 pMD18-T载体(宝生物工
程(大连)有限公司)中，转化大肠杆菌细胞，挑选单
克隆在 LB 培养基中扩大培养，对培养的菌液进行
PCR 鉴定后送生工生物工程 (上海)股份有限公司   
测序。 

2  结果与分析 

2.1  sgRNAcas9软件图形用户界面开发 

sgRNAcas9 软件包共有 8 个功能不同且可独立

http://www.lifetechnologies.com/us/en/home/life-science/protein-expression-and-analysis/transfection-selection/lipofectamine-2000.html�
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运行的小程序，均为 Perl 语言编写。为了方便用户
使用 sgRNAcas9 软件设计 sgRNA 并进行脱靶效应
评估，基于 NetBeans IDE 8.0.2程序开发平台，针对
核心程序“sgRNAcas9.pl”，本文采用 Java 语言开发
了可在微软Windows操作系统运行的图形用户界面。
由图 1 可见，该图形用户界面主要由三部分组成：
输入(Input)，参数设置(Parameter settings)和运行控
制(RUN和 EXIT)。其中“输入”窗口含两个框：靶标
序列 (Target sequence)和基因组序列 (Genome se-
quence)，均需输入对应 FASTA格式序列文件的完整
路径。用户也可直接点击“选择(choose)”按钮确定目
标文件。值得一提的是 FASTA指 DNA序列的第一行
开始于一个标识符：">"，紧接着(没有空格)是对该
序列的唯一描述(即 ID)，从第二行开始就是序列。 

2.2  图形用户界面参数设置及说明 

对于“参数设置”窗口(图 1)，共含有 6个可供用
户设置参数的选项，分别为：(1)选择 sgRNA 长度
(Select sgRNA length (17~20nt))，此处可设置 sgRNA
的长度，可选范围为 17~20nt, 默认参数值为 20nt。

(2)GC含量百分比(GC%)，用户可设置最小(MIN)和
最大值(MAX)，如图 1 所示，默认参数值为 40%~ 
60%。(3)选择合适的 DNA链(Select appropriate DNA 
strand(s))，对应可选的项目有：A，DNA 正义链
(Senses DNA strand)；B，DNA 反义链(Anti-senses 
DNA strand)；C，DNA双链(both DNA strands)。值
得一提的是，此处的正义链和反义链不具有生物学

意义，仅针对用户输入的靶基因序列的方向，正义

链表示序列方向为 5'→3'，而反义链表示其反向互补
链，软件会自动转换输入的序列。(4)sgRNA 类型
(Type of gRNA)，对应可选的项目有：A，单个 sgRNA 
(single sgRNA)；B，Paired-gRNAs，其中 paired-gRNA
主要针对 Cas9 单切口酶[35]和融合有 Fok I 的 Cas9
核酸酶[36]，这两种类型的 Cas9核酸酶对两个 sgRNA
在 DNA链上的位置和距离均有一定的要求，可通过
(5) paired-gRNA 的间距(Offset distance of paired- 
gRNAs)选项进行设置。如图 1 所示，针对 Cas9 单
切口酶，软件默认两个位于不同 DNA 单链上的
sgRNA间距为−2~32 bp。如果针对融合有 Fok I 的
Cas9核酸酶，已有研究表明[36]，当 paired-gRNA的 

 

 
 

图 1  sgRNAcas9 软件的图形用户界面 
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距离接近 16 bp 时，其基因组编辑效率最大，因此
用户可将此参数设置为 15~17 bp。值得指出的是，
对于是否设置“paired-gRNA 的间距”选项，主要取
决于用户是否选择将“gRNA 类型”选项中的参数设
置为“Paired-gRNAs”。(6)最大碱基错配数(Maximum 
number of mismatches)选项，用于设置脱靶位点最大
允许的错配碱基数，默认参数值为 5。 

2.3  sgRNA脱靶风险分类与软件运行结果优化 

依据脱靶位点碱基错配数和位置以及种子序列

的特异性，本文将 sgRNA的脱靶风险划分了 6个不
同等级 (表 2)，分别是 “弃用 (Discard)”、“高风险
(High_risk)”、“中等风险(Moderate_risk)”、“低风险
(Low_risk)”、“识别位点重复或较差 (Repeat_sites_ 
or_bad)”和“最佳(Best)”。值得一提的是，对于软件
评估为“弃用(Discard)”的 sgRNA，表明该 sgRNA在
基因组上无结合位点。出现此情况可能的原因是用

户使用的靶基因序列为 mRNA，由此设计的 sgRNA
可能位于两个外显子的连接处，即跨越内含子而使其

无法在基因组上找到对应的靶标位点，应予以舍弃。

而对于软件评估为“识别位点重复或较差 (Repeat_ 
sites_or_bad)”的 sgRNA，表明该 sgRNA可同时靶向
多个位点。是否选择该 sgRNA 主要基于以下两点：
(1)如果目标基因是通过基因重复产生的两个或更多
的拷贝，针对该多拷贝基因设计的 sgRNA作为候选
进行多拷贝基因敲除。(2)如果该 sgRNA靶向位于不
同基因组位置的多个完全匹配的位点，且对应不相

关的基因或位点，则其脱靶风险最大，此类 sgRNA
将予以舍弃。此外，软件会根据脱靶位点碱基错配

数量和种子序列的特异性，进一步将 sgRNA的脱靶
风险划分不同等级(表 2)。 
此外，最初的 sgRNAcas9核心程序(V2.0.6)输出

文件数量较多。为方便用户使用 sgRNAcas9 软件，
我们对其核心程序进行了修改，对结果输出文件进

行了整合，将文件数从原有的 20个减少至 9个，分
别是“A.Sort_OT_byID”，“B.Sort_POT_byID”，“POT_ 
seed.identity”，“CRISPR.targets_single.fa”，“report_ 
protospacer_pairs.xls”，“report_protospacer_single.txt”，
“sgRNAcas9_report.xls”，“TargetSeq.fa”。值得一提的
是，修改后的软件将 sgRNA序列信息和脱靶效应评
估数据集中到“sgRNAcas9.report.xls”一个表格中，可 

表 2  sgRNA 脱靶风险按等级高低分类 

sgRNA脱靶风险 分类依据 

弃用(Discard) 在基因组上无对应的靶标结合位点 

高风险(High_risk) 
存在 1 个碱基错配的脱靶位点，其中含
种子序列完全匹配，且非种子序列仅含 1
个碱基错配的脱靶位点 

中等风险 
(Moderate_risk) 

存在 2 个碱基错配的脱靶位点，其中含
种子序列完全匹配，且非种子序列含不

多于 2个碱基错配的脱靶位点 

低风险(Low_risk) 存在多于 2个碱基错配的脱靶位点 

识别位点重复或较差 
(Repeat_sites_or_bad) 

存在多个完全匹配的靶标结合位点 

最佳(Best) 
不存在少于 2 个碱基错配的脱靶位点，
且其中不含种子序列完全匹配的脱靶结

合位点 

 
方便用户仅需依据脱靶风险等级和碱基错配总数两

个指标挑选特异性高的 sgRNA。sgRNAcas9图形用
户版软件运行完成后，结果将输出到“report”文件夹
中。如果软件运行出现异常而无结果输出，则可在

“logs”文件夹中查看“sgRNAcas9.log”日志文件，其
记录有 sgRNAcas9软件的运行状态，由此可判定软
件运行时何处出错。 

2.4  靶向 5个物种 miRNA前体 sgRNA的特征 

利用 sgRNAcas9软件，本文针对 miRBase数据
库 V21(http://www.mirbase.org/)所收录的人(1881)、
小鼠(1193)、大鼠(495)、猪(382)和鸡(740)等 5 个物
种的 miRNA前体，分别设计了 13 355、7957、3931、
3014和 5867条相应的 sgRNA(附表 1)。统计分析发
现，并非所有miRNA前体均含有 sgRNA靶标位点。
在附表 1 中，不同物种含有 sgRNA 靶标位点的
miRNA前体数目依次是：人(1798)、小鼠(1115)、大
鼠(486)、猪(376)和鸡(725)。换而言之，人有 83个、
小鼠有 78 个、大鼠有 9 个、猪有 6 个和鸡有 15 个
miRNA前体无 sgRNA靶标位点。此外，对所有 34124
条 sgRNA 的 GC%含量进行分析，结果发现设计的
sgRNA 的 GC%范围为 20%~75%，且相对集中于
40%~60%(图 2A)。其中 GC%含量为 55%的 sgRNA
占比最高为 15.3%；其次是 GC%含量为 60%的
sgRNA，其比例为 14.9%，而 GC%含量为 50%的占
总比例为 14.3%(图 2A)。进一步对单个 miRNA前体
所含有的 sgRNA靶标位点个数进行统计分析，结果
发现单个 miRNA前体含 7个 sgRNA靶标位点的比 
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图 2  靶向 4691 个 miRNA 前体的 sgRNA 特征 
A：34 124条靶向不同物种共 4691个 miRNA前体 sgRNA的 GC%含量分布；B：单个 miRNA前体含有的 sgRNA靶标位点数分布。 

 
例最高，所占比例为 7.5%，而含 8 个 sgRNA 靶标
位点的比例次之(7.4%)。其中 0.7%的 miRNA前体仅
含有 1个 sgRNA靶标位点，0.2%的 miRNA前体含
多达 35个 sgRNA靶标位点(图 2B)。 

2.5  靶向人 miR-206 前体 sgRNA 的基因组编辑活
性验证 

为验证 sgRNAcas9 软件设计的 sgRNA 是否具
有基因组编辑活性，针对人的 hsa-mir-206 前体
(86 bp)，设计了 11条 sgRNA并进行脱靶效应评估(附
表 2)，并挑选了针对 miR-206 成熟序列编号为
“mir-206_S_4”的 sgRNA 进行打靶和脱靶活性验证
(图 3A)。T7E1酶切实验表明，该 sgRNA能引导 Cas9
核酸酶切割 hsa-mir-206 基因组序列(图 3B)。随后，
将 PCR 产物连接到 pMD18-T 载体中，随机挑选了 

20 个菌液送生工生物工程(上海)股份有限公司进行
测序。测序结果显示其中有 6 个测序样本序列存在
碱基改变。如图 4所示，编号为“1#”的序列在 sgRNA
的靶标位点附近发生了 1 个碱基突变，同时缺失了
10个碱基(图 4A)。编号为“2#、3#、4#和 5#”的序列
均发现有碱基突变，而编号为“6#”的序列发生了单
碱基插入(图 4A)。 
随后利用 mfold 软件[37](http://mfold.rna.albany. 

edu/?q=mfold)，分别对碱基缺失(1#)和单碱基插入
(6#)的 hsa-mir-206前体序列进行了二级结构折叠(图
4B)，“1#”因缺失的 10 个碱基正好位于 miR-206 成
熟序列中，这不仅破坏了成熟 miRNA序列，而且使
其茎环结构发生改变，使得 Gibbs 自由能(ΔG)由
−43.3 kcal/mol变为−24.6 kcal/mol，推测此突变很可
能影响 miR-206 的加工成熟及其功能。尽管“6#”序 

 

 
 

图 3  靶向人 hsa-mir-206 前体 sgRNA 的位置及其活性验证 
A：靶向 hsa-mir-206 前体的 sgRNA分布示意图；B：T7E1酶切实验。DL2000，DNA marker； Cas9，表示 pST1374-Cas9-ZF-NLS；
Cas9+ hsa-mir-206_S_4，表示 pST1374-Cas9-ZF-NLS和 pGL3-U6-sgRNA-hsa-mir-206_S_4；Control，表示未转染载体的阴性对照。 
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图 4  人细胞中 hsa-mir-206 前体不同类型碱基改变及对二级结构折叠的影响 
A：6 种类型 hsa-mir-206 基因型；B：miRNA 前体二级结构折叠。其中前体序列变异类型有碱基突变(mutation)、缺失(deletion)和插
入(insertion)，Wild type，表示野生型，1/20表示随机挑取 20个克隆进行测序，出现某种基因型的概率为 1。 

 
列的单碱基插入到 miR-206 成熟序列中，但折叠后
发现其茎环结构未受影响，推测插入的碱基可能不

会影响 miR-206 的加工成熟，但可能会改变其生物
学功能。另外“5#”序列突变也正好位于 miR-206 的
成熟序列，其也可能改变该 miRNA的功能。而编号
为“2#、3#和 4#”的序列突变碱基均位于 hsa-mir-206
前体中，可能仅影响该 miRNA的加工成熟，但具体
不同类型的碱基改变会造成何影响，还须进一步通

过实验验证。总之，以上实验数据表明 sgRNAcas9
软件设计的 sgRNA 具有打靶活性。 

2.6  靶向人 miR-206 前体 sgRNA 的脱靶位点预测
及验证 

利用 sgRNAcas9 软件，对上述编号为“hsa-mir- 
206_S_4”的 sgRNA脱靶效应进行了预测。由附表 2
可见，该 sgRNA可预测到含 5个以内碱基错配的脱 

靶位点总数有 1237条，其中有 2个脱靶位点仅含 2个
碱基错配，22 个脱靶位点含 3 个碱基错配，376 个
脱靶位点含 4个碱基错配，而有 837个脱靶位点含 5
个碱基错配。对该 sgRNA种子序列的特异性进行分
析，发现含种子序列一致的脱靶位点共有 15个，其
中包含 1 条有 3 个碱基错配的脱靶位点，12 条有 4
个碱基错配的脱靶位点和 2 条有 5 个碱基错配的脱
靶位点。由附表 2的风险评估显示，该 sgRNA的脱
靶风险等级为中等风险(Moderate_risk)。附表 3标示
了该 sgRNA预测的脱靶位点在基因组上的位置，以
及每个脱靶位点碱基错配数量及其错配位置。 
为对上述预测的脱靶位点进行验证，本文随机

挑选了 13个脱靶位点(表 3)，先分别通过 PCR对这
些位点进行扩增，再利用 T7E1限制性内切酶进行酶
切实验。结果发现，其中有 2 个预测的脱靶位点，
即编号为“OT-9”和“OT-12”的位点可被 T7E1 酶切实 
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表 3  靶向人 miR-206 前体 sgRNA 部分预测的脱靶位点及 T7E1 酶切验证 

has-mir-206 序列(5'→3') 碱基错配数 染色体 位置 DNA链 T7E1实验 

On target ATGGAATGTAAGGAAGTGTG-TGG  6 52144349-52144434 + Yes 

OT-1 AAGGAAACTAAGGAAGTGTG-GGG 3 14 75929214 + No 

OT-2 GTGGTCACTAAGGAAGTGTG-TGG 5 1 226764668 − No 

OT-3 CGGGAAGTTAAGGAAGTGTG-GGG 4 3 149989212 + No 

OT-4 AAATATTGTAAGGAAGTGTG-TGG 4 4 72188804 + No 

OT-5 ATAAAGTCTAAGGAAGTGTG-GGG 4 8 41007917 − No 

OT-6 ATAGCATGGAGGGAAGTGTG-TGG 4 10 35268699 + No 

OT-7 ATGAAAAAAAAGGAAGTGTG-AGG 4 11 60713450 − No 

OT-8 ATGGTCTGTAAATAAGTGTG-TAG 4 10 97968951 − No 

OT-9 CTGGCATGTACGAAAGTGTG-GGG 4 12 15166238 − Yes 

OT-10 ATTTATTGGAAGAAAGTGTG-TGG 5 10 113140506 + No 

OT-11 ATGTGATGGACAGAAGTGTG-TGG 5 11 119230605 + No 

OT-12 ATGGAATGGCAGGAAGAGTG-TGG 3 12 15347488 − Yes 

OT-13 ATGGCAGGTAAGGAAGTGAG-GGG 3 13 28781365 − No 

注：OT, 即 off-target site，表示为预测的脱靶位点。序列中的红色标记代表错配碱基。 
 

 
 

图 5  T7E1 酶切实验检测预测的脱靶位点 
OT，脱靶位点(off-target site)；DL2000，DNA marker；Control，
表示未转染载体的阴性对照。 
 

验所证实(图 5)，表明这两个位点发生了脱靶，且
“OT-12”的脱靶程度相对较高。由表 3可见，脱靶位
点“OT-9”有 4 个碱基错配，而“OT-12” 仅有 3 个碱
基错配。 

3  讨  论 

基于 CRISPR/Cas9系统介导的基因组编辑技术
的开发与应用，已经使动、植物和微生物等诸多物

种的基因工程操作手段发生了革命性的改变。尽管

CRISPR/Cas9 技术强大，但因其存在脱靶效应，制
约了其进一步的应用与发展。因此，如何提高

CRISPR/Cas9 系统介导的基因组编辑效率和特异性
是本领域的研究热点。本研究针对 sgRNAcas9软件
包中的核心运行程序，开发了其图形用户界面。此

外，还对 sgRNAcas9 软件的核心程序进行了修改。 

新修改的程序对于脱靶效应评估综合考查两个因素：

(1)脱靶位点的碱基错配数量，最大允许 5 个碱基错
配；(2)靠近 3'端临近 PAM长度为 12 bp种子序列的
特异性。基于此，在 sgRNAca9 图形用户界面版软
件中，新引入了一个包括 6 个等级的风险评估指标
(表 2)。用户可根据对应的风险等级选择合适的
sgRNA，建议选择顺序依次是：最佳(Best)>低风险
(Low_risk)>中等风险(Moderate_risk)>高风险(High_ 
risk)>识别位点重复或较差(Repeat_sites_or_bad)>弃
用(Discard)。其中，对于评定为“识别位点重复或较
差(Repeat_sites_or_bad)”的 sgRNA，用户需要进一步
确定该 sgRNA的靶点是否为多拷贝基因，以决定是
否选择或弃用。值得注意的是，假如有多个评定为

“最佳(Best)”的 sgRNA 供选择，用户可再通过排序
选择总脱靶数量最少的 sgRNA用于实验。另外，还
可依据 sgRNA在基因上的位置，选择满足实验需求
的 sgRNA，如为了造成蛋白编码基因的移码突变，
可在 mRNA 蛋白编码区起始密码子(ATG)下游约
100~200 bp位置设计 sgRNA。 

miRNA是一类小分子非编码调控性RNA, 其参
与机体内各种生物学进程[38,39]。已有报道指出，利用

CRISPR/Cas9技术，可以破坏 miRNA的前体或成熟
体，抑制其加工成熟和功能[40,41]。国内已有学者应

用 CRISPR/Cas9基因编辑技术，成功建立了 miRNA- 
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301a敲除小鼠 [42]。鉴于 miRNA前体序列范围是 50~ 
180 bp，为探明较短长度的 miRNA前体序列上是否
可寻找到 sgRNA 靶标位点，本文利用 sgRNAcas9
软件，对从 miRBase数据库来源的人、小鼠、大鼠、
猪和鸡的共 4691个 miRNA前体设计 sgRNA。分析
发现，大部分 miRNA 前体均含有“N20NGG”的靶标
识别位点，但所有 5个物种中，均有少数 miRNA前
体无 sgRNA靶标位点，如 hsa-mir-8485，hsa-mir-718
和 hsa-mir-6870 等。理论上讲，针对 miRNA 前体，
乃至成熟序列设计靶向 sgRNA，可达到干扰 miRNA
加工成熟的目的。而对于无法在前体中寻找到

sgRNA靶标位点的 miRNA，可采用在前体两侧设计
sgRNA，由此可将整个 miRNA前体对应的基因组序
列切除。另外，对设计靶向 miRNA 前体的 sgRNA
的 GC%含量进行分析发现，其范围集中于 55%。已
有研究表明 [43]，活性较高 sgRNA 的 GC%范围为
40%~60%。由此可见，设计的大部分 sgRNA的 GC%
含量位于适用范围，推测这些 sgRNA具有活性。此
外，还发现大多数 miRNA 前体含 7~8 个 sgRNA靶
标位点，也有少数仅含 1 个靶标位点，而有些竟含
多达 35个靶标位点。而理论上讲，含多个 sgRNA靶
标位点的 miRNA，更有利于寻找到脱靶风险低的
sgRNA。进一步分析发现，miRNA 前体含 sgRNA
靶标位点数量多少，不仅与其自身序列有关，而且

与前体序列的长度有关。比如，含 35 个 sgRNA 靶
标位点的 hsa-mir-6753长度为 164 bp，而含 1 个靶
标位点的 hsa-mir-18a 长度为 71 bp。尽管本文针对
人和小鼠等 5 个物种 miRNA 前体设计了 34124 条
sgRNA，但鉴于计算机硬件条件限制，并未继续对
这些 sgRNA进行全基因水平脱靶效应评估。 
为检测 sgRNAcas9软件设计的 sgRNA是否具有

活性并验证软件预测的脱靶位点是否真实存在，本文

随机挑选了 1 个靶向 hsa-miR-206 成熟体的 sgRNA
在细胞水平进行了验证。结果表明，该 sgRNA具有
基因组编辑活性。通过测序发现，有一条 miR-206
序列的miRNA成熟体存在碱基缺失，推测该miRNA
的功能会被破坏。但有的 miRNA序列仅发生碱基突
变，且突变位点位于 miRNA前体中，其是否能抑制
miRNA 的转录与加工成熟需进一步验证。对该
sgRNA进行脱靶效应预测，发现其全基因组水平含
小于或等于 5个碱基错配的脱靶位点数量大于 1000

个。对随机选择的 13个脱靶位点进行验证，其中包
含有种子序列一致的脱靶位点(表 3)，结果发现有 2
个脱靶位点(分别含 3和 4个碱基错配)可被实验验证。
而种子序列一致的 6个预测脱靶位点未发生脱靶(表
3)。理论上讲，含种子序列一致的脱靶位点极容易
发生脱靶，但我们的实验结果与此不符。由此可见，

尽管 sgRNAcas9软件可预测到真实的脱靶位点，但
就验证数据来看，准确率并不高。推测可能的原因：

一方面，本文验证的脱靶位点数量有限，需加大实

验样本量；其次，目前对脱靶效应的分子机理尚不

清楚，需要进一步通过实验研究，以获得更多数据，

进而改进软件的脱靶效应评估算法并提高预测的准

确率。总之，sgRNAcas9图形用户界面软件的开发，
必将有助于广大科研工作者使用该软件设计特异性

的 sgRNA。 
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